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Resumen: El sitio experimental, localizado cerca de San Piero a Grado (Pisa- Italia), es un campo 
agrícola, considerado un “punto caliente” de la diversidad de hongos micorrizas arbusculares (HMA). 
Doce parcelas fueron muestreadas en un área de aproximadamente 1000 m2. Los análisis de muestras de 
suelo revelaron que, a pesar de una baja variabilidad global de los suelos experimentales, las propiedades 
físicas y químicas diferían entre las muestras. La caracterización biológica del suelo a través del análisis 
del potencial de inoculación micorrízica (PIM), Determinados como porcentajes de colonización radicular 
de plantas de prueba, mostró que, en la mayoría de las muestras los valores fueron superiores al 40%.
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Abstract: The experimental site, located near San Piero a Grado (Pisa- Italy), is an agricultural field, 
considered a "hot spot" of the diversity of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). Twelve plots were 
sampled in an area of approximately 1000 m2. Analyzes of soil samples revealed that, despite a low overall 
variability of the experimental soils, the physical and chemical properties differed between the samples. 
The biological characterization of the soil through the analysis of the mycorrhizal inoculum potential 
(MIP), determined as percentages of root colonization of test plants, showed that, in the majority of the 
samples, the values were higher than 40%.
Keywords ─ Fungi, mycorrhiza, arbuscular, soil.
Introducción
La Reserva de la Biosfera llamada "Selva Pisana", es una reserva natural ubicada en la costa este de 
Italia, al noroeste de la región Toscana. La reserva 
posee una gran biodiversidad natural, que comprende 
hábitats naturales y antropogénicos como dunas, 
humedales, bosques, pastizales y campos de cultivo. 
Estos hábitats contienen endemismos y especies que 
rara vez se han notificados en la región y en Italia. 
Los bosques cubren grandes áreas, incluidos los 
principales tipos de ecosistemas como bosques de 
pino y encino, arbustos esclerófilos y bosques de 
ribera.
Las dunas costeras se caracterizan por poseer 
hierbas y pastos como Agropyron junceum, 
Ammophila litoralis, Cakile maritima, mientras 
que los humedales se caracterizan por arbustos 
como (Arthrocnemum glaucum), vides herbáceas 
(Calystegia sepium) y cortadera (Carex spp.). Las 
áreas cultivables están cubiertas por alimentos y 
cultivos forrajeros, como maíz, trigo, cebada, soja, 
girasol, remolacha azucarera, espinaca y alfalfa. 
Las condiciones climáticas son típicas de las zonas 
mediterráneas, con precipitaciones principalmente 
concentradas en otoño (octubre a diciembre) y 
primavera (marzo a abril).
En esta Reserva de Biodiversidad, el sitio agrícola 
seleccionado para realizar este estudio estuvo 
utilizado periódicamente para la producción de 
cultivos desde 1974, es decir, maíz en 1974-1978, 
diferentes cultivos hortícolas en 1980-1987, trigo 
duro en 1998 y alfalfa perenne durante varios años 
(1999- 2005). En los últimos seis años (2006-2011), 
el campo fue un barbecho temporal sin cultivar, 
precediendo al establecimiento de un experimento 
de campo realizado como parte de los ensayos de 
un proyecto europeo (SOLIBAM), durante el cual 
se encontró una alta riqueza morfológica de hongos 
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micorrízicos arbusculares (HMA) en la identificación 
de esporas antes y después de un cultivo de tomate. 
En los años siguientes, el campo estuvo bajo cultivos 
hortícolas y se dejó en barbecho nuevamente desde el 
otoño de 2014.
Materiales y Métodos
Descripción del sitio y toma de muestras del suelo.
Se realizó un muestreo de suelo en este campo con 
unas medidas de (9 x 114 m), donde se establecieron 
12 parcelas de un tamaño de 3x4 m en la misma 
posición de parcelas donde se realizó la identificación 
de especies por análisis morfológico de esporas de 
HMA. (Njeru et al., 2015). Doce muestras compuestas 
de suelo, una para cada parcela, se obtuvieron 
utilizando un patrón de muestreo en forma de “X”, 
en el que se seleccionaron 5 puntos marcados por el 
GPS, una en el centro de la parcela y los otros cuatro 
a 1 m. desde el primero. Las coordenadas geográficas 
del experimento de campo se tomaron en un área de 
1026 m2. (Tabla 1), El suelo de cada punto se mezcló 
y se etiquetó como una sola muestra. El suelo se secó 
al aire y luego se filtró a través de un tamiz de malla 
de 5 mm.
Tabla 1. Coordenadas geográficas de las 
parcelas del campo experimental.
Parcela Latitud Longitud
1 Lat. N 43°40’19.488” Long. E 10°20’39.887”
2 Lat. N 43°40’19.553” Long. E 10°20’39.710”
5 Lat. N 43°40’20.269” Long. E 10°20’39.602”
6 Lat. N 43°40’20.528” Long. E 10°20’39.556”
9 Lat. N 43°40’20.705” Long. E 10°20’39.674”
10 Lat. N 43°40’20.914” Long. E 10°20’39.707”
13 Lat. N 43°40’21.162” Long. E 10°20’39.541”
14 Lat. N 43°40’21.439” Long. E 10°20’39.386”
17 Lat. N 43°40’21.464” Long. E 10°20’39.358”
18 Lat. N 43°40’21.695” Long. E 10°20’39.149”
21 Lat. N 43°40’22.382” Long. E 10°20’39.152”
22 Lat. N 43°40’22.530” Long. E 10°20’39.318”
Características físicas y químicas del suelo.
A las muestras de suelo se les realizó un análisis de 
las propiedades físicas y químicas en el laboratorio 
de Química de Suelos del Centro de Investigación 
Agro-ambiental “E. Avanzi” (CIRAA). Se evaluaron 
las principales características de interés agrícola, 
utilizando procedimientos estándar. El total de N 
se evaluó mediante el procedimiento de digestión 
macro-Kjeldahl (Bremner y Mulvaney, 1982) y 
el P disponible se determinó mediante análisis 
colorimétrico utilizando el método de Olsen (Olsen 
y Sommers, 1982). La materia orgánica se determinó 
utilizando el método de combustión húmeda de 
Walkley-Black modificado (Nelson y Sommers, 
1982).
El pH del suelo se midió potenciométricamente 
en una suspensión de agua del suelo 1: 2.5 y la 
conductividad eléctrica (EC) utilizando el extracto 
de pasta saturada. Los otros parámetros del suelo se 
determinaron de acuerdo con los métodos estándar: 
textura por método de pipeta después de la dispersión 
con hexametafosfato de sodio (Gee y Bauder, 1986), 
capacidad de intercambio catiónico (CEC) por 
saturación con cloruro de bario y valoración (Sumner 
y Miller, 1996). carbonato activo por valoración 
después del tratamiento con oxalato de amonio 
(Loeppert y Suárez, 1996).
Caracterización biológica del suelo (potencial de 
inoculación micorrízica).
Este experimento se llevó se realizó con el fin de 
caracterizar el estado de las micorrizas del sitio 
experimental. El potencial de inoculación micorrízica 
(PIM) del suelo experimental se evaluó utilizando tres 
plantas de prueba, cebolla (Allium cepa L.), trébol 
(Trifolium alexandrinum L.), y achicoria (Cichorium 
intybus L.). Las semillas de cada planta se sembraron 
en tubos de ensayo de plástico estériles de 50 ml 
llenos con 40 ml de cada muestra de suelo, luego 
se dejaron crecer en una cámara de crecimiento. Se 
prepararon cinco tubos replicados por cada muestra 
de suelo para cada especie de planta.
Las plantas se retiraron de los tubos 40 días 
después de la siembra, sus sistemas de raíces se 
lavaron cuidadosamente en agua y se tiñeron para 
evaluar la longitud de la raíz y el porcentaje de la 
longitud de la raíz colonizada (Phillips y Hayman, 
1970; Giovannetti y Mosse, 1980). Una vez abiertos 
los tubos de ensayo se evaluó instantáneamente la 
colonización micorrízica de las plantas, para esto 
se realizó el método de teñido de la raíz; el proceso 
inició con la decoloración mediante hidróxido de 
potasio (KOH) al 10% durante 20 minutos en baño 
maría a 80°C, acidificación en ácido clorhídrico 
(HCl) al 2% a temperatura ambiente (30°C) durante 
10-15 minutos, y finalmente la tinción con azul de 
tripano al 0,05% en láctico. ácido, en baño maría a 
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80 °C durante 10 min. Luego se eliminó el tinte y 
las raíces se almacenaron en una solución acuosa de 
lactoglicerol.
La evaluación cuantitativa de la colonización 
micorrízica en las raíces se realizó en una caja Petri 
con una cuadrícula dibujada en la parte inferior, 
utilizando el método de intersección de la cuadrícula. 
El número de intersecciones entre las raíces y las 
líneas de una cuadrícula de dimensión conocida, se 
transformó como longitud de la raíz (cm) utilizando 
la fórmula de Newman (1966):
Donde R es la longitud de la raíz, A es el área de la 
cuadrícula, n es el número de intersecciones de las 
raíces con las líneas de la cuadrícula, H es la longitud 
total de las líneas de la cuadrícula. La longitud 
colonizada de las raíces (C) se obtuvo contando las 
intersecciones de solo las raíces colonizadas. La 
relación (C/R)*100, da el porcentaje de longitud de 
la raíz colonizada.
Resultados y Discusión
Características físicas y químicas del suelo.
Los análisis de suelos revelaron que los suelos 
experimentales eran franco arenoso a arcilloso (Tabla 
2), con un pH neutro a moderadamente alcalino, 
contenía un alto contenido de materia orgánica y 
nitrógeno, aunque, en fósforo el resultado fue muy 
bajo.
Tabla 2. Textura (%) del suelo a partir de 
parcelas del campo experimental agrícola.
Parcela Arcilla Limo Arena
1 11.9 13.9 74.3
2 15.4 15.3 69.3
5 14.5 16.5 69.0
6 15.3 24.9 59.9
9 16.9 13.5 69.6
10 16.7 13.4 69.8
13 13.3 15.8 70.9
14 17.5 15.1 67.5
17 12.4 15.2 72.4
18 14.0 15.9 70.1
21 20.9 21.7 57.5
22 16.3 18.8 64.9
media ±desviación 
estándar 15.4±2.5 16.7±3.5 67.9±4.9
Los datos químicos, que se muestran en Tabla 3, 
tienen en algunos casos (conductividad eléctrica 
y carbonato activo) notables diferencias entre 
parcelas. Por ejemplo, los valores de conductividad 
indicaron que la salinidad del suelo era muy baja en 
todas las parcelas, aunque los valores variaron entre 
aproximadamente 28 y 70 mS μS cm-1.
En cuanto al pH, los datos mostraron valores que 
fluctúan entre neutros (6.8 <pH <7.2) (gráficos 5, 9, 
10, 13 y 14) y moderadamente alcalinos (7.3 <pH 
<8.1) (gráficos 1, 2, 6, 17, 18, 21, 22). Se encontraron 
valores moderados para la capacidad de intercambio 
catiónico. Entre los nutrientes, la concentración de 
N se encontró en la mayoría de los casos entre 1.55 
‰ y 1.91 ‰. Sólo las parcelas 17 y 21 mostraron 
valores más bajos (1.32 ‰) y más altos (2.23 ‰), 
respectivamente. 
El P asimilable mostró valores muy bajos, variando 
de 5.11 ppm a 5.84 ppm en las parcelas 1, 2, 5, 10, 17 
y 22. En las parcelas restantes los valores obtenidos 
fueron superiores a 6 ppm, variando entre 6.16 ppm 
y 7.33 ppm. La cantidad de materia orgánica, aunque 
alta y de acuerdo con los valores de referencia fue 
baja en las parcelas 17 y 13 (1.63% y 2.06%). En 
las demás parcelas variaron entre 2.5% y 3.0%. La 
cantidad de carbonato activo fue moderada, estando 
en los límites inferiores para las parcelas 10 y 13, con 
valores entre 1.1% y 1.3%, mientras que los valores 
más altos se encontraron en las parcelas 17, 18, 21 y 
22, con valores entre 2.7% y 3.0%.
Tabla 3. Valores de las principales propiedades químicas 













1 7.35 30.7 13.85 1.60 1.74 2.79 5.38
2 7.53 29.7 13.60 2.01 1.70 2.67 5.60
5 7.19 35.5 13.89 1.86 1.91 3.01 5.84
6 7.60 41.1 13.64 1.69 1.65 2.80 7.22
9 6.93 31.0 10.69 1.56 1.60 2.61 6.41
10 6.96 27.8 10.15 1.13 1.55 2.46 5.60
13 6.90 28.9 10.45 1.35 1.62 2.06 6.16
14 7.11 40.8 10.64 1.61 1.62 2.52 6.77
17 7.93 62.6 15.36 2.75 1.32 1.63 5.41
18 7.94 70.5 11.24 2.81 1.58 2.51 7.33
21 8.02 69.9 14.30 3.04 2.23 2.89 6.71
22 7.72 40.4 14.73 2.79 1.90 2.99 5.11
media 7.43 42.4 12.71 2.02 1.70 2.58 6.13
desviación 
estándar 0.42 16.0 1.91 0.66 0.23 0.40 0.75
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Caracterización biológica del suelo (potencial de 
inoculación micorrízica).
Los valores del PIM, determinados como porcentajes 
de colonización de la raíz de las plantas de prueba, 
fueron en su mayoría superiores al 40%, a excepción 
de dos muestras en cebolla y una muestra en 
achicoria (Tabla 4). La mayor variabilidad del PIM 
entre parcelas se encontró en la cebolla, de 28.3% y 
67.6%, mientras que en achicoria y trébol los rangos 
respectivos fueron de 37.7% a 55.7%, y de 50.0% a 
64.5%, según lo evaluado al realizar ANOVA de una 
vía para cada planta de prueba (P = 0.172 para cebolla 
y P = 0.797 para achicoria). Un patrón similar se 
observó en el trébol, según lo evaluado por la prueba 
no paramétrica de Kruskal-Wallis (P = 0.128), ya que 
las variaciones no fueron homogéneas. Los valores 
del PIM determinados utilizando achicoria y cebolla 
como plantas de prueba no fueron significativamente 
diferentes entre las doce parcelas de campo.
Tabla 4. Valores del potencial de inoculación 
micorrízica (media ± error estándar de la media) 
de parcelas experimentales de campo obtenidas 
en diferentes plantas hospedadoras.
Parcela Achicoria Cebolla Trébol
1 42.1±7.7 65.6±2.6 51.3±8.1
2 40.4±4.9 36.4±5.5 57.1±9.7
5 47.2±3.6 45.0±7.1 54.0±2.1
6 46.0±1.7 28.3±14.8 63.6±4.9
9 44.7±2.6 63.7±9.1 50.0±6.4
10 37.7±1.7 67.6±6.3 54.7±4.1
13 44.3±3.9 50.0±7.5 58.4±3.9
14 42.2±7.9 45.6±9.4 50.3±10.9
17 47.4±3.8 49.1±9.1 62.7±2.9
18 55.7±2.2 42.4±12.5 64.4±4.0
21 44.0±6.8 49.6±14.5 54.3±4.6
22 42.0±8.1 57.5±10.3 64.5±3.0
En general, el método PIM puede proporcionar 
información sobre los posibles efectos de diferentes 
formas de manejo agronómico (labranza, fertilización 
química, uso de pesticidas, monocultivo) en la 
aparición de propágulos de AMF activos en el suelo. 
De hecho, los suelos que muestran valores altos del 
PIM también mostraron valores altos de colonización 
en las plantas hospedadoras experimentales (Smith y 
Read, 2008). Los trabajos anteriores han detectado 
un mayor potencial de colonización de los suelos 
manejados orgánicamente, en comparación con los 
manejados convencionalmente (Bedini et al., 2013), 
y de los suelos donde se habían cultivado cultivos de 
cobertura (Njeru et al., 2014).
Conclusiones y Recomendaciones
Mediante la evaluación físico, química y biológica 
se evidenció una elevada cantidad de materia 
orgánica, la cual muestra una relación directa con la 
diversidad micorrízica en el sitio experimental.
En base a los resultados obtenidos en la 
reserva Pisana, se observa que suelos manejados 
orgánicamente evidencian un mayor potencial de 
colonización micorrízica en comparación con los 
suelos manejados convencionalmente.
Se recomienda realizar investigaciones sobre la 
identificación y caracterización morfológica y el 
potencial de inoculación micorrízica de los HMA 
en distintas especies de plantas para obtener datos y 
proporcionar información sobre sus capacidades para 
impulsar el crecimiento de las plantas.
Es necesario que en futuras investigaciones 
relacionadas con los HMAs se estudie la eficiencia 
simbiótica entre plantas y HMA, con la finalidad 
mejorar el uso de dichos inoculantes como 
potenciadores biológicos en la agricultura sostenible.
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